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緒 言
卵細胞質内精子注入法（以下，ICSI）は卵細胞質
内に１つの精子または精子核を直接注入し，受精卵
を得る方法である。ICSIが哺乳動物に用いられたの
はUeharaら???がゴールデンハムスターに行ない，
正常な雄性前核の形成を確認したのが最初で，
Hosoiら???はウサギで最初の産子生産に成功して
いる。その後，ウシ??，ヒト???，マウス???，サル??，ヒ
ツジ??，ウマ??，ブタ???およびネコ???と多くの動物種
において，ICSIによる産子の生産が報告されてき
た。ウシにおいては Gotoら??が死滅精子を用いた
ICSIで胚盤胞発生および産子の得られることを報
告した。その後，Ｙ精子頭部??および不動化精子??に
よる ICSIの報告がなされている。このように，ICSI
技術は最も少ない精子数で受精卵を作出することが
可能であることから，人工授精や体外受精といった
技術よりも精子の利用効率が高く，受精卵を多く作
出できる可能性がある。また，死滅精子??や凍結融解
精子????を用いることができるので，畜産やヒトの
生殖補助医療あるいは野生動物の保護の分野におけ
る応用が期待されている。一方，精子の凍結乾燥保
存に関しては様々な研究?????がなされてきた。しか
し，精子の運動性の回復は確認されていない。また，
精子細胞膜，精子先体ならびに精子頸部および尾部
に多くの破損や欠損が確認されており?????，凍結乾
燥精子による体外受精や人工授精による胚作出は不
可能であると考えられてきた。しかし，ICSI技術の
改良により運動性を持たない凍結乾燥精子の新たな
活用法が試みられ，ヒト凍結乾燥精子をゴールデン
ハムスター卵子内への注入???や，ウシ凍結乾燥精子
のウシ卵子内注入???による雄性前核の形成が報告
されている。さらに，マウス凍結乾燥精子の ICSIに
おいては，産子を得ることに成功しており???，凍結乾
燥精子においても，精子 DNAは遺伝情報を保持し
ていることが証明されている。それ以来，ウサギ???
およびラット??でも産子が得られ，さらにウシ?????
およびブタ???に関しては ICSI後に胚盤胞までの胚
発生が確認されている。現在，多くの動物精子につ
いて凍結乾燥保存による安定的な長期保存の確立と
ICSI後の胚発生の向上を目指し，研究がなされてい
る???????。これまでの凍結乾燥精子の長期保存に関
する研究は，マウスにおいて４℃，18ヶ月間保存???
が最長であり，室温保存による産子が得られた成功
例はなく，精子の長期保存法としては確立していな
い。凍結乾燥保存法は，現在の精子凍結保存法のよ
うに液体窒素を用いる必要がなく，少量の精液をよ
り簡単な凍結装置によって，簡便で低費用な長期保
存および遠距離輸送が可能になる技術である。とく
にヒツジ精子の凍結保存法は概ね確立されている
が，凍結精液の安定的供給システムが確立されてい
ないため，国内における凍結精子による人工授精は
普及していない。
そこで，本研究ではウシおよびヒツジ精子の有効
利用を目的にウシおよびヒツジ凍結融解精子ならび
に凍結乾燥精子の DNAの正常性を検討し，ICSI由
来胚の発生を試みた。
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実験材料および方法
１）供試精液
供試精液は，ウシではホルスタイン種雄牛３頭
（Ｂ－１，Ｂ－２およびＢ－３），ヒツジではサホー
ク種雄羊２頭（Ｓ－１およびＳ－２）から人工膣を
用いて採取された精液を卵黄系希釈液で処理し，ウ
シでは0.5mℓ，ヒツジでは0.25mℓのストローに封
入後，急速凍結した精液を使用した。凍結精液の融
解法は37℃の温湯で45秒間浸漬して行なった。融
解後のウシ精液は精液中の凍結保護物質を除去する
ために凍結融解精液0.5mℓに BO液??５mℓを加え，
1800rpm，５分間の遠心分離をして精子を洗浄し，
アスピレーターで上清を５mℓ吸引除去した。同様の
操作をさらに１回反復し，精子懸濁液0.5mℓに BO
液3.0mℓを加えて希釈した。希釈後，精子懸濁液は
37℃の恒温槽で形態異常および運動性の低い精子を
除去するために20分間以上静止させ，その上清の凍
結融解精子のみを ICSIに供試した。
２）凍結融解精子の凍結乾燥法
凍結乾燥溶液はKusakabeら???の方法に準じ，希
釈液の卵黄除去のために凍結融解精子にフィコール
洗浄液を加え，遠心分離（2600rpm，10分間）処理
を行ない，それに凍結乾燥溶液［10mM Tris-HCl
（pH 7.4）＋50mM  NaCl＋50mM  EGTA
（pH8.2）］を加え，遠心分離（1800rpm，5分間）
による洗浄を反復した。その後，生存精子を多く得
ることを目的に，懸濁液100μℓを凍結乾燥溶液（１
mℓ）の入ったマイクロチューブの底に静置し，10分
間放置後，チューブ内の上清100μℓを１mℓガラス
アンプル（東京理科機械）に分注し，液体窒素に20
秒間浸漬して精液を凍結した。凍結後，速やかにガ
ラスアンプルを真空凍結乾燥器（東京理科機械，
FD－５）にセットし，凍結乾燥を施した。保存はガ
ラスアンプル全体をアルミホイルで遮光し，４℃の
冷蔵庫内で行なった。使用する時は１時間前にアン
プルを開封し，ガラスアンプルに超純水100μℓを入
れて，再水和を行なって供試した。
３）ウシおよびヒツジの凍結融解精子ならびに凍
結乾燥精子の精子核DNAの正常性観察
ICSIによる胚発生が円滑に進むには，精子核
DNAの正常性が必要である。そこで，精子核 DNA
の正常性を観察するために，単一細胞ゲル電気泳動
法であるコメットアッセイ法???を用いた。使用した
泳動ゲルの第１層はスライドガラス（24×50mm）
に0.5％標準融点アガロースゲル（100μℓ）で作製
し，第２層に精子10μℓを加えた0.5％低融点アガ
ロースゲル（85μℓ）を乗せて作製した。精子核の解
離は，解離液（25mℓの2.5M NaCl，100mM Na?
EDTA，10mM Tris-HCl，250μℓの TritonX-100を
含む）を用い，４℃の低温下で１時間行なった。精
子核の膨潤は解離液に10mM Dithiothreitol
（DTT）2.5mℓを添加し，30分後に2.5mℓの４mM
 
Lithium3,5-diiodosaricylate（LIS）を加えて行なっ
た。解離液に浸漬後，TBE泳動バッファ （ー0.2M
 
Tris，0.2M ホウ酸，５mM EGTA）を満たした電
気泳動装置（アドバンスバイオ）を用い，電圧50V，
泳動時間５分間で行なった。DNA染色は精子スラ
イドに25μg/mℓのエチジウムブロマイドを滴下
し，30分間の遮光染色を行なった。観察は蛍光顕微
鏡下（励起フィルター360～460nm，吸収フィルター
515nmを使用）で行ない，精子核 DNAの正常性は
精子頭部に出現したコメットテイルの有無によって
判定し，正常精子数（％）を求めた。
４）供試卵子の回収
ウシおよびヒツジの凍結融解精子ならびに凍結乾
燥精子の ICSIにはウシ成熟卵子を用いた。供試卵
子は，食肉処理場で採取したウシ卵巣から，18Ｇの
注射針を装着した５mℓシリンジを用い，直径２～７
mmの卵胞より未成熟卵子を吸引した。卵子の成熟
培養には，0.02mg/mℓ卵胞刺激ホルモン（アントリ
ン，川崎三鷹製薬，以下，FSH）および５％CSを添
加したHepes緩衝 TCM-199（Gibco）を使用した。
未成熟卵子は60mmプラスチックシャーレ（Fal-
con）に100μℓの成熟培養液のドロップを作製し，流
動パラフィン（ナカライテクス）で覆い，１ドロッ
プに25個ずつ導入し，培養した。成熟培養は
38.5℃，５％CO?，95％空気の気相条件下で24～25
時間培養した。また，体外受精に用いる卵子は，上
記の条件下で20時間成熟培養を行なった。体外成熟
培養には，細胞質が均一で卵丘細胞が数層緊密に付
着している未成熟卵子を用いた。
５）ICSI法
ICSIは倒立顕微鏡（ニコン，TMD-25）およびマ
イクロマニュピレーターシステム（ナリシゲ）およ
びピエゾドライブ（プライムテック）を装着して行
なった。卵子固定用ピペット（以下，ホールディン
グピペット）は直径40～65μmになるように，また，
精子注入用ピペット（以下，インジェクションピペッ
ト）は直径８μmになるように熱加工して作製した。
ICSI用ドロップおよび発生培養液には，５％CS
添加HP-SOF（機能性ペプチド研究所，IEP972，以
下，基本液）を用いた。精子浮遊液には，10％PVP
添加HP-SOFを用いた。
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ICSI用シャーレは60mmプラスチックシャーレ
のふたに，10μℓ精子浮遊液ドロップ３つ，10μℓ基
本液ドロップ１つ（以下，ICSI実行用ドロップ）を
作製し，流動パラフィンで覆った。卵子保存用シャー
レは60mmプラスチックシャーレに30μℓ HP-
SOFドロップを作製し，流動パラフィンで覆った。
成熟培養後の卵子は0.1％ヒアルロニダーゼ添加
D-PBSの入った15mℓプラスチックチューブに移
し，37℃の恒温水槽内で５分間放置した後，ボルテッ
クスミキサーに３分間かけ，卵丘細胞を除去した。
取り残された卵丘細胞はさらにピペッティングで完
全に除去し，卵子保存用シャーレに導入した。
卵子は20個を１グループとし，１グループが終了
するまでの間，他のグループは38.5℃，５％CO?，
95％空気の気相条件下で培養した。
ICSIは ICSI実行用ドロップに成熟卵子を導入し
て行なった。１回目の ICSIに要した時間は平均１
時間で卵子１個当たりの時間は約３分間であった。
精子浮遊液ドロップには，ウシおよびヒツジの凍結
融解後の運動精子または再水和後の凍結乾燥精子を
少数導入し，混和して行なった。運動精子はインジェ
クションピペットで精子尾部全体を傷つけ不動化
し，尾部側から吸引した。凍結乾燥精子の場合は尾
部を傷つけずに運動精子と同様に吸引した。卵細胞
質への精子注入は，卵子の第１極体が12時あるいは
６時の位置になるように，ホールディングピペット
で固定した後，インジェクションピペットの先端ま
で精子を移動させ，３時の方向からピエゾ強パルス
（Speed:3，INT：3）を効かせながら透明帯を穿刺し
た。穿刺後，卵細胞質の中央までインジェクション
ピペットを押し進め，再びピエゾ弱パルス（Speed:
3，INT：3）をかけた。卵細胞膜の切開を確認後，
インジェクションピペットを脂肪顆粒の少なく，可
視化しやすい卵細胞膜の縁側まで進め，精子注入を
行なった。
ICSI終了後の卵子は５％CS添加HP-SOFで洗
浄後，卵子保存用シャーレに再び戻し，38.5℃，５％
CO?，5％O?，90％N?の気相条件下で活性化を行なう
まで培養した。
６）ICSI後の卵子活性化法
ICSI終了から４時間後に卵子を７％エタノール
（和光純薬）添加した基本液で５分間，活性化処理を
行なった。活性化処理後の卵子は基本液で洗浄し，
形態的に正常な卵子を選び発生培養用のシャーレに
導入した。
７）体外発生培養
活性化処理後の卵子は，well of the well（以下，
WOW）法???により発生培養を行なった。４穴
シャーレ（ヌンク）の底面に115℃に設定した電気は
んだごてを35秒間押しあて，直径0.5mm，深さ
0.3mmの小穴を作製し，洗浄後，１穴当たり基本液
を400μℓ入れ，流動パラフィンを重層した。１小穴
に１つの卵子を導入した後，38.5℃，５％CO?，5％
O?，90％N?の気相条件下で培養した。ICSI実行日
を０日としウシ精子 ICSI後の卵子（以下，ウシ精子
ICSI卵子）および対照区は９日間培養した。対照区
は凍結融解後のウシ精子による体外受精卵子を用
い，定法により体外発生培養を行なった。ウシ精子
ICSI卵子および対照区は卵割率ならびに胚盤胞発
生率を求めた。ヒツジ精子 ICSI後の卵子（以下，ヒ
ツジ精子 ICSI卵子）では発生培養液には CR1aaを
用い，18時間培養し，核相検査を行なった。
８）核相検査
核相検査はホールマウント標本を作製して行なっ
た。卵子はカルノア液で48時間以上固定した後，
100％エタノールに置換し，１％酢酸オルセイン溶液
で15～30分間染色後，生物顕微鏡下で核相を観察し
た。卵細胞質内に精子および雌雄前核が確認できた
ものを，それぞれ精子注入率ならびに前核形成率と
して求めた。
９）統計分析法
コメットアッセイによる正常精子数の比較および
核相検査後の精子注入率ならびに前核形成率は一元
配置分散分析法を用いて解析した。ICSI後の卵割率
および胚盤胞発生率はχ?検定ならびにフィッ
シャーの直接確率法を用いて統計処理を行なった。
結 果
１)ウシおよびヒツジ精子における精子核DNA
の正常性の比較
ウシおよびヒツジ精子（凍結融解精子および凍結
乾燥精子）におけるコメットアッセイ法による精子
核 DNAの正常性の比較は，表１および２に示した
とおりである。正常精子率は供試精子（Ｂ１，Ｂ－
２およびＢ３）および凍結融解ならびに凍結乾燥処
理に関わりなく，92.8％～94.8％と差は認められな
かった。またヒツジ精子においてもウシ精子と同様，
供試精子（Ｓ－１およびＳ－２）ならびに精子処理
による差は認められず，正常精子率は91.7％
～96.0％の範囲で推移した。
２）ウシ凍結融解精子および凍結乾燥精子を用い
た ICSIが胚発生に及ぼす影響
表３は，ウシ凍結融解精子および凍結乾燥精子を
用いた ICSIが胚発生に及ぼす影響について示し
用い凍結乾燥精子を 3 Sた IC  2 I 3
た★がありまし
た。また，発生した胚盤胞は写真１に示したとおり
である。卵割率はＢ－１ 21.2％，Ｂ－２ 18.0％，
Ｂ－３ 28.9％，対照区54.4％を示し，各供試精子
は対照区に比べ有意に低値であった（P＜0.01）。ま
た，供試精子間に差は認められなかった。胚盤胞発
生率はＢ－１ 1.0％，Ｂ－２ 1.8％，Ｂ－３
3.9％，対照区21.1％を示し，各供試精子は対照区に
比べ有意に低い値を示した（P＜0.01）。また，卵割
率と同様に供試精子間に有意の差は認められなかっ
た。凍結乾燥を用いた ICSIによる胚発生は，卵割率
ではＢ－１ 14.8％，Ｂ－２ 1.6％，Ｂ－３ 4.2％
を示し，対照区の54.4％に比較し有意に低い値を示
した（P＜0.01）。また，胚盤胞発生数はＢ－１，Ｂ－
２およびＢ－３ともに得られず（0.0％），対照区の
21.1％よりも有意に低下した（P＜0.01）。
３）ヒツジ凍結融解精子および凍結乾燥精子を用
いた ICSIが前核形成に及ぼす影響
ヒツジ凍結融解精子および凍結乾燥精子をウシ卵
子に入れたので，胚発生が困難であると予想された
ために受精過程で出現する雌雄前核形成を確認し
た。その結果を表４に示した。精子注入率は凍結融
解精子で65.5％，凍結乾燥精子64.4％を示し，両精
子間に差は認められなかった。前核形成率は凍結融
解精子6.9％，凍結乾燥精子7.7％で同様に両精子間
に差は認められなかった。
考 察
種雄畜の条件は優秀な遺伝能力と正常な造精機能
を持ち，良質な精液を生産することであり，精液性
表1 コメットアッセイ法によるウシ凍結融解精子およ
び凍結乾燥精子における精子核 DNAの正常性の
比較
供試精子 実験回数 正常精子数(％)
凍結融解精子
Ｂ－１ 4 191.9(92.9)
Ｂ－２ 4 185.0(92.5)
Ｂ－３ 4 185.6(92.8)
凍結乾燥精子
Ｂ－１ 4 189.8(94.8)
Ｂ－２ 4 185.9(92.9)
Ｂ－３ 4 187.6(93.8)
表2 コメットアッセイ法によるヒツジ凍結融解精子お
よび凍結乾燥精子における精子核 DNAの正常性
の比較
供試精子 実験回数 正常精子数(％)
凍結融解精子
Ｓ－１ 4 187.8(93.9)
Ｓ－２ 4 183.5(91.7)
凍結乾燥精子
Ｓ－１ 4 192.0(96.0)
Ｓ－２ 4 192.4(96.2)
表3 ウシ凍結融解精子および凍結乾燥精子を用いた ICSIが胚発
生に及ぼす影響
供試精子 実験回数 供試卵数 卵割数(％) 胚盤胞発生数(％)
凍結融解精子
Ｂ１ 8 198 42(21.2)? 2(1.0)?
Ｂ２ 5 111 20(18.0)? 2(1.8)?
Ｂ３ 4 76 22(28.9)? 3(3.9)?
凍結乾燥精子
Ｂ１ 6 108 16(14.8)?? 0?
Ｂ２ 4 61 1(1.6)?? 0?
Ｂ３ 3 48 2(4.2)?? 0?
対照区 6 180 98(54.4)? 38(21.1)?
????同列異符号間に有意差あり(P＜0.01)
??同列異符号間に有意差あり(P＜0.05)
写真1 Ｂ－３の凍結融解精子による ICSIで得られた
胚盤胞（発生８日目）
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状の悪い種雄畜は淘汰される??。このような問題に
対し，ICSI技術は精子数の少ない精液，死滅精子??
および凍結融解精子????を用いて産子を生産できる
ことから，造精機能の低い種雄畜でも遺伝的に優秀
であれば利用効率を高めることができる。一方，ウ
シ精子では液体窒素による凍結保存が普及し，乳牛
の人工授精ではほぼ100％凍結精液が使用されてい
る。しかし，ヒツジ精子では凍結精液の供給システ
ムが確立されていないため，自然交配が一般的であ
る。したがって液体窒素を用いない新しい精子の保
存輸送法の開発が求められ，凍結乾燥精子の利用に
注目が集まっている。本研究では，凍結乾燥したウ
シおよびヒツジ精子を用いた ICSIによる胚発生を
試みた。実験は，まず精子核 DNAに及ぼす凍結乾燥
の影響をコメットアッセイ法で調べた。その結果，
ウシおよびヒツジ精子とも凍結融解直後の精子とほ
ぼ類似した値を示し，ほとんど損傷を受けていない
ことが明らかとなった。一般に精子を凍結乾燥する
と精子内残存水分による酸化や蛋白変性に起因する
精子核 DNAの損傷の起こることが指摘され，特に
保存期間の長期化に伴い増加することが知られてい
る???。
本研究で凍結乾燥した精子は４℃で冷蔵保存した
が，保存期間が２ヶ月程度と短期間であったことが
損傷を少なくし，高い正常精子率を示したものと考
えられた。次いで，凍結融解精子および凍結乾燥精
子による ICSIを行なったところ，ウシ精子では凍
結融解精子においてのみ胚盤胞まで発生した胚を得
ることができた。しかし，凍結乾燥精子では全く発
生しなかった。また，ヒツジ精子においてはウシ卵
子に注入したため，前核形成率のみ求めた。その結
果，前核形成率は低く，胚盤胞までの発生は期待で
きないことが窺えた。しかし，このように前核形成
卵子の得られたことから，ヒツジ精子の ICSIにお
いても発生の極初期段階まで進めることは可能であ
ると考えられた。ウシおよびヒツジ精子の ICSI区
で対照区よりも低かった要因として，ICSIにおける
卵子活性化の影響が推察された。すなわち，ウシの
ICSIは，ヒト???やマウス???と異なり ICSIによる精
子注入のみでは卵子の活性化がほとんど起こらない
ので，ICSI後の細胞周期を再開させるには，化学
的???あるいは物理的方法???を用いて人為的に卵子
を活性化させる必要がある。Horiuchiら??はエタ
ノールを用い，ウシ ICSIによる数少ない産子例を
報告していることから，本研究においても，ICSI後
４時間目におけるエタノール処理は最も再現性のあ
る方法と考え，同様に行なった。しかし，ウシ精子
ICSI卵子の胚発生率は低く，ヒツジ精子 ICSI卵子
では前核形成までであった。これは，精子注入後の
第２極体放出を確認しなかったことと，また ICSI
後，ウシ精子 ICSI卵子においては卵割しても８細
胞期以前で発生のとまる胚の多かったことが影響し
たものと推察された。これは，卵丘細胞との非共培
養条件下で引き起こされる発生阻害の現象???と類
似しており，ICSI後の培養条件に問題があるのでは
ないかと考えられた。
Kusakabeら???はマウス精子の凍結乾燥溶液は
ETBS溶液が最も精子 DNAに損傷を与えないこ
とを認め，その理由として，溶液に含まれている
EGTAが CaイオンやMgイオンをキレートし，精
子 DNAの維持に関与していると報告している。本
実験で凍結乾燥精子を用いた場合，胚発生は非常に
低率となった。胚発生が低い理由として，Horiuchi
ら??は精子細胞膜の崩壊が精子注入前に起こり，精
子核が本来の卵細胞質内と異なる環境である溶液中
にさらされ，ダメージを受けたことによるものと推
察している。しかし，本実験のコメットアッセイ法
の結果では凍結乾燥による精子核の損傷の少ないこ
とが認められた。また，Wakayamaら???はマウス凍
結乾燥精子を用いて産子を得たと報告しており，そ
の場合，精子細胞膜や先体部の欠損は認められたが，
精子核は正常に維持されていたと述べている。また，
ウシ凍結乾燥精子を用いて，Kestinkepeら???は胚
盤胞を得たと報告しており，山崎ら???も本実験と同
様の方法で胚盤胞を得たと報告している。したがっ
て，卵子活性化法と発生培養条件が胚発生の低下に
影響したのではないかと考えられた。
以上のように，ウシおよびヒツジの凍結融解精子
ならびに凍結乾燥精子による ICSIでは極めて低い
胚発生率であった。しかし，ウシ精子では胚盤胞が
得られ，ヒツジ精子では前核形成が確認されたこと
により，今後，精子注入法，卵子活性化法および発
生培養法を検討することで，さらに高い胚発生率を
得ることができるものと考えられた。
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要 約
本研究ではウシおよびヒツジ精子の高度利用を目
的とし，ウシおよびヒツジ精子（凍結融解精子なら
びに凍結乾燥精子）を用いた ICSI由来胚の発生に
ついて検討した。供試精液は，ウシではホルスタイ
ン種雄牛３頭（Ｂ１，Ｂ－２およびＢ－３），ヒツジ
ではサホーク種雄羊２頭（Ｓ－１およびＳ－２）の
精液を使用した。ICSIによる胚発生が円滑に進むに
は，精子核 DNAの正常性が必要なため，始めにウシ
およびヒツジ精子（凍結融解精子および凍結乾燥精
子）におけるコメットアッセイ法による精子核
DNAの正常性について検討した。その結果，正常精
子率は供試精子および凍結融解ならびに凍結乾燥処
理に関わりなく，差は認められなかった。またヒツ
ジ精子の正常精子率においてもウシ精子と同様の値
で推移した。
次に，ウシの凍結融解精子および凍結乾燥精子を
用いた ICSIが胚発生（卵割率，胚盤胞発生率）に及
ぼす影響について検討した。凍結融解精子および凍
結乾燥精子を用いた ICSI後の各供試精子の卵割率
および胚盤胞発生率は，対照区に比べ有意に低値で
あった（P＜0.01）。
さらにヒツジ精子を用いてウシ卵子に ICSIを行
なったので，胚発生が困難であると予想されたため
受精過程で出現する雌雄前核形成について検討し
た。凍結融解精子および凍結乾燥精子を用いた ICSI
後の精子注入率および前核形成率は極めて低く，両
精子間に差は認められなかった。
以上のように，ウシおよびヒツジの凍結融解精子
ならびに凍結乾燥精子による ICSIでは極めて低い
胚発生率であった。しかし，ウシ精子では胚盤胞が
得られ，ヒツジ精子では前核形成が確認されたこと
により，今後，精子注入法，卵子活性化法および発
生培養法を検討することで，さらに高い胚発生率を
得ることができるものと考えられた。
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Summary
 
The objectives of the present study were to investigate the efficiency of bovine and ovine frozen thawed
 
and freeze-dried spermatozoa injected(ICSI)into bovine oocytes and subsequent embryo development. The
 
semen was collected from three different holstein bulls(B-1,B-2 and B-3)and two ovine sperm(S-1 and S-2).
For successful blastocysts development, normal sperm DNA is essential. To determine whether sperm
 
DNA is damaged during freeze-drying,comet assay was performed both bovine and ovine sperm(frozen and
 
freeze-dried). There were no significant difference in normal sperm DNA between the three bulls, both
 
frozen thawed and freeze-dried spermatozoa. Also there were no significant difference in normal sperm
 
DNA between the two ovine, both frozen and freeze-dried sperm. To investigate embryo development
(cleavage rate and blastocyst), frozen and freeze-dried bovine spermatozoa were injected into bovine
 
oocytes. In respective of bull, cleavage rate and blastocyst rate were significantly lower than that of
 
control (P＜0.01). But,there were no significant difference between the three bulls.
Frozen and freeze-dried ovine spermatozoa were injected into bovine oocytes,and evaluated the fertiliza-
tion ability. There were no significant difference between frozen-thawed and freeze-dried ovine sperm after
 
ICSI both number of successfully injected oocytes and number of pronuclear formation.
In this experiment,the blastocysts were obtained from the frozen thawed bovine spermatozoa,but not
 
freeze-dried spermatozoa. Pronuclear formation was observed ovine spermatozoa. Both the cleavage rate
 
and the pronuclear formation were very low. So,further research on the injection method and activation
 
of oocytes after injection are needed.
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